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ある方向に運動する視覚刺激をしばらく観察した後，
静止した刺激を観察すると，それまで呈示されていた刺
激の運動とは反対方向に静止した刺激が運動していると
感じる。この現象は運動刺激の観察時間が長くなると強
くあらわれ，運動残効（motion-after effect）と呼ばれ
る。運動残効の存在は太古より知られている。上から下
に落下する滝の水の流れを見つめた後に，近辺の巨岩に
視線を移動すると持ち上がるように上昇して見えること
から滝の錯視（waterfall illusion）とも呼ばれる。運動
残効は運動情報処理のメカニズムを解明する上で大変貴
重な手がかりであると考えられ，盛んに研究対象とされ
てきた（Anstis, Verstraten, & Mather，1998）。
運動残効の神経基盤としては，運動刺激の長時間呈示
により視覚系に存在する運動検出器の出力が変化するこ
とが考えられている（Barlow & Hill，1963a）。視覚系
における運動検出器とは，受容野が特定の方向に運動す
る刺激により走査された場合に高い発火頻度で活動電位
を発生し，その逆方向に運動する刺激により走査された
場合には抑制されてほとんど活動電位を発生しないニュ
ーロンである。このニューロンの発火頻度が最も上昇す
る運動方向を preferred direction と呼び，最も発火頻度
が低下する運動方向を null direction と呼ぶ。視野上の
特定領域を受容野とする運動検出器は多数存在し，それ
ぞれ様々な方向を preferred direction とする運動検出器
がそろっていることで，個体はすべての運動方向につい
て処理可能となる。このような運動方向選択性を持つニ
ューロンは視覚系の複数の段階において存在しているこ
とが知られている。人間やサルの視覚的意識上の運動検
出においては，MT 野や MST 野といった比較的運動情
報処理に特化した皮質領野の活動が高い相関を持つこと
が知られている（Salzman, Murasugi, Britten, & New-
some，1992；Zeki, Watson, & Frackowiak，1993）。し
かしながら，視覚的意識に関与する運動情報処理を行う
皮質領野は数多く存在し，その全貌を解明するのは容易
ではない。一方，視機性の反応については網膜から皮質
下にいたる経路が深く関与する。特に最初に運動方向選
択性を持つニューロンが発見された網膜では，早くから
運動検出器が視機性の反応の制御に関与することが知ら
れていた。網膜における運動検出器は，網膜から脳に軸
索を投射する神経節細胞のサブタイプの一つである運動
方 向 選 択 性 神 経 節 細 胞（direction-selective ganglion 
cell；DSGC）である（Barlow & Hill，1963b；Barlow, 
Hill, & Levick，1964）。最初に運動方向選択性神経節細
胞がウサギ網膜で発見された際には，これらのニューロ
ンが視覚的意識にのぼる運動知覚に関与すると考えられ
ていた（Barlow & Hill，1963a）。しかし，その後の研
究により，刺激の運動速度に対する依存性から視機性反
応の制御に関与することが示唆された（Oyster, Taka-
hashi, & Collewijn，1972）。網膜の運動検出器の機能は
分子生物学的手法の適用が比較的容易なマウスを用いた
研究により詳細に明らかにされた。分子生物学的手法の
一 種 で あ る immunotoxin-mediated cell targeting
（IMCT）法をマウスに適用することで，starburst ama-
crine cell を選択的に死滅させると，運動方向選択性神
経節細胞の運動方向選択性が消失するとともに，視機性
の眼球運動が消失した（Yoshida, Watanabe, Ishikane, 
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Tachibana, Pastan, & Nakanishi，2001）。これらの結果
により，運動検出器における受容野特性としての運動方
向選択性の形成に介在ニューロンが必要であることが証
明されるとともに，運動方向選択性神経節細胞が視機性
の眼球運動を制御していることが明らかにされた。ま
た，網膜では preferred direction 選択的に運動方向選択
性神経節細胞に分子マーカーを発現させることが可能に
なっており（Yonehara, Ishikane, Sakuta, Shintani, Na-
kamura-Yonehara, Kamiji, Usui, & Noda, M，2009），
運動方向選択性を形成する局所神経回路網の解明が期待
されている。このように，視覚系における運動情報処理
の研究では，網膜の運動検出器による視機性反応の制御
が比較的単純なモデルとして有用であることが分かって
いる。
視覚系を研究する上でよく用いられている脊椎動物と
してゼブラフィッシュをあげることができる。ゼブラフ
ィッシュは網膜に始まる視覚系が非常に早い成熟を示す
とともにその機能を調べるための視覚誘発性の反応が豊
富である。最も明瞭に観察される視覚誘発性の反応の一
つが視運動反応（optomotor response：OMR）である。
視運動反応は動く視覚刺激を追うために泳ぐ行動であ
る。この行動を指標とすることで，変異体などにおける
微小な視機能の欠陥を検出することが可能である（Bilot-
ta，2000）。そこで，本研究では，脊椎動物のモデル生
物として幅広く研究に用いられているゼブラフィッシュ
を被験体として用い，視運動反応の特性と視運動反応を
誘発する運動刺激の呈示に対する網膜神経節細胞の応答
を電気生理学的手法により調べた。
方法
本研究におけるすべての実験は専修大学動物実験管理
規程にしたがって遂行された（＃2011- 9 ）。
被験体
民間熱帯魚店から入手した全長3．5cm から4．0cm の
ゼブラフィッシュ（Danio rerio）の成魚を用いた。ゼ
ブラフィッシュは水槽（幅45，奥行き24，高さ30cm）
において12時間明，12時間暗の照明サイクルで集団飼養
された。水槽にヒーターを設置し，水温を摂氏25度に保
った。被験体は行動実験と電気生理実験のいずれにおい
ても実験開始前に 2 時間以上暗順応させた。
視覚刺激作成
本研究では，行動実験と電気生理実験のいずれにおい
ても視覚刺激を MATLAB Version 7 （Mathworks 社）
および Psychtoolbox Version 2 （Brainard，1997；Pel-
li，1997）を用いて作成した。
行動実験装置
刺激の呈示には 4 台の17インチ液晶モニタ（FlexScan 
S170，300×363mm，ナナオ社）を使用した（図 1 左）。
モニタの画面を内側にし，一辺が18cm の正方形ができ
るように組み合わせた（図 1 右）。すべての液晶モニタ
は刺激呈示用の PC にビデオ出力分配器（VSP-A 8 ，
エレコム社）を介して接続され，刺激が呈示された。 4
台のモニタで囲まれた領域の中心に視運動反応の誘発実
験に使用するドーナツ型の水槽を設置して実験を行った
（図 1 右）。被験体は飼育水が満たされた透明なドーナツ
型の水槽（内径9．2cm，外径10cm，高さ10cm）に入れ
た。その中心には黒色不透明の円柱（直径 4 cm，高さ
10cm）を設置し，被験体に対して視覚刺激を片眼呈示
した。被験体からモニタ表面までの観察距離は5．5cm
であった。ドーナツ型の水槽の高さは被験体の位置が液
晶モニタの中心の高さに一致するように台を用いて調整
した。被験体の行動はドーナツ型の水槽の上方からビデ
オカメラ（HDR-SR 8 ，SONY 社）を用いて撮影した
（29．97フレーム / 秒）。
視運動反応の測定
実験は暗室内で実施した。実験開始前に，視運動反応
を誘発する刺激として呈示する運動する矩形波グレーテ
ィングの平均の明るさ（被験体の位置において50．8lx）
と等しい明るさの一様な背景光を120秒間呈示し，実験
装置に馴致させた。運動刺激に対して追従が著しく不安
定な個体を除くために予備実験を行った。予備実験では
図 1 　ゼブラフィッシュ視運動反応測定装置
左：装置を横から見た図。視覚刺激は被験体が泳ぐドーナツ
型水槽を囲む 4 台の液晶モニタから呈示された。右：装置を
上から見た図。
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激
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実験装置への馴致後に運動する矩形波グレーティング
（空間周波数0．02cpd，運動速度300deg/s，コントラス
ト0．9）を120秒間呈示した。運動する矩形波グレーティ
ングを呈示中に，モニタに向かって頭を左右に振る行動
を10回以上する個体や，刺激の運動方向と逆方向に60秒
以上泳いだ個体は実験に使用しなかった。視運動反応の
空間周波数特性を測定する実験では，空間周波数が
0．01cpd，0．02cpd，0．04cpd，0．1cpd の 4 条 件 で 運 動
する矩形波グレーティングの呈示を行った。先行研究に
よると0．01cpd より低い空間周波数では刺激の運動方向
の逆方向に泳ぐ逃避行動が観察されるため（Maaswin-
kel & Li，2003），0．01cpd 未満の空間周波数の刺激は
呈示しなかった。実験を始める前に装置の中で120秒間
馴致を行い，左から右に一定の速度（300deg/s）で運
動する矩形波グレーティング刺激を120秒間呈示した。
1 匹について 1 条件のみで 1 試行の実験を行い， 1 条件
につき17匹の被験体を使用した。視運動反応はビデオ画
像をもとにオフラインで解析した。呈示した刺激が動い
た時点から消失した時点までの運動刺激に対する被験体
の追従時間と逆走時間を算出した。運動刺激の呈示中に
刺激に追従する泳ぎを止めた場合や反転・逆走した場合
でも，その行動が 1 秒以内で終了し，追従方向に戻る場
合はそのまま追従時間に含めた。また，逆走中に刺激の
運動方向に向いても 1 秒以内にまた逆走した場合は追従
時間に入れず，そのまま逆走時間に含めた。逆走時間
は，逆走方向に頭を向けた時点から，追従方向に体を完
全に向けた状態までとして算出した。
運動刺激に対する順応後の行動測定
視運動反応の空間周波数特性を調べる実験と同様に予
備実験を行い，15匹の被験体を選んで実験を行った。順
応刺激として，最も長く視運動反応を誘発した空間周波
数（0．01cpd）の矩形波グレーティングを呈示した。刺
激の運動速度は300deg/s とした。実験は刺激を120秒間
呈示する120秒条件と，60秒間呈示する60秒条件の 2 条
件で行った。ゼブラフィッシュ 1 個体につき， 2 種類
の呈示時間条件で実験を行った。実験開始前に，運動刺
激と平均光強度の等しい背景光（被験体の位置において
50．8lx）を120秒間呈示し，実験装置に馴致させた。馴
致後，120秒間の背景光の呈示をはさんで順応刺激とし
て左から右に運動する矩形波グレーティングを 2 回呈示
した。刺激は60秒間または120秒間呈示され，試行間の
時間間隔は120秒とした。 1 試行目において120秒間の運
動刺激を呈示した場合は， 2 試行目で60秒間の運動刺激
を呈示し， 1 試行目において60秒間の運動刺激を呈示し
た場合には 2 試行目において120秒間の運動刺激を呈示
した。刺激の呈示順については被験体間でカウンターバ
ランスをとった。運動刺激呈示直後のゼブラフィッシュ
の行動についてビデオ画像をもとにオフラインで解析し
た。
剥離網膜標本の作成
剥離網膜標本の作成の方法は既に出版した研究論文に
記述したとおりである（Ishikane, Kawana, & Tachiba-
na，1999；Ishikane, Gangi, Honda, & Tachibana，
2005）。簡単に説明すると，まず被験体を断頭および脊
髄破壊した後，眼球を摘出し，後述する組成の標準生理
溶液を満たしたプラスティック製のペトリディッシュ
（Falcon ＃1008，BD 社）内で眼球の前眼部（角膜，虹
彩，レンズ）を切除して眼盃標本を作成した。その後網
膜を色素上皮から剥離して剥離網膜標本を作成した。手
術は暗赤色光で照明された実体顕微鏡下で行った。
電気生理実験装置（活動電位の記録）
本研究では行動実験において視運動反応を誘発した視
覚刺激をゼブラフィッシュ剥離網膜上に呈示し，神経節
細胞の活動電位を細胞外記録した（図 2 ）。網膜神経節
細胞の活動電位は吸引機構付き多点電極（pMEA，電極
間 間 隔100μ m， 電 極 直 径30μ m，multichannel sys-
tems 社）を用いて記録した。剥離網膜標本は神経節細
胞側を下にして，吸引機構により多点電極上に密着させ
た。吸引には 5 mL のシリンジ（SS-05Sz，テルモ社）
を用い，灌流液を介して陰圧をかけて行った。灌流液と
してゼブラフィッシュ用の標準生理溶液を用いた。標準
生理溶液の組成は120mM NaCl，2．5mM KCl，20mM 
NaHCO 3 ，1．0mM CaCl 2 ，1．6mM MgCl 2 ，10mM glu-
cose であった。灌流液は酸素95％，二酸化炭素 5 ％の
混合ガスにより常時バブリングを行い，pH を7．4に保っ
た。実験中は標準生理溶液を一定の速度（ 2 mL/min）
で灌流した。視覚刺激を呈示するために，剥離網膜標本
を密着させた多点電極を倒立顕微鏡（IMT- 2 ，オリン
パス社）のステージ上に設置した。視覚刺激は PC に接
続された15インチ CRT（LS501U，イイヤマ社）を用い
て呈示した。垂直同期周波数は60Hz とした。CRT から
出力された視覚刺激の像は，倒立顕微鏡のコンデンサー
レンズのマウンタに設置されたビームスプリッターと工
業用対物レンズ（LMPlanFI10×，オリンパス社）を用
いて多点電極上のゼブラフィッシュ剥離網膜の視細胞層
石金浩史・長畑　萌84
に縮小投影された。視覚刺激の結像面は顕微鏡の観察用
光学系により確認しながら調整した。多点電極によって
ピックアップされた網膜神経節細胞層に存在するニュー
ロン由来の活動電位を多チャネルアンプ（MEA1060-
Inv，multichannel systems 社）により増幅し，A/D コ
ンバーター（PowerLab16/30，ADINSTRUMENTS 社）
により10kHz のサンプリングレートでデジタルデータに
変換して PC のハードディスクに保存した。保存した活
動電位波形はオフラインでテンプレートマッチングを行
うことにより単一細胞由来の活動電位に分離し，スパイ
ク解析を行った（Ishikane, Kawana, Tachibana，1999；
Ishikane, Gangi, Honda, & Tachibana，2005）。
結　果
視運動反応の空間周波数特性
ゼブラフィッシュの視運動反応の視覚刺激依存性につ
いて調べた。空間周波数毎に，最長追従時間の平均値を
算出してプロットした（図 3 ）。最も長くゼブラフィッ
シュの視運動反応を誘発したのは空間周波数が0．01cpd
の条件であり，空間周波数が高くなるにつれて最長追従
時間が短くなった。このプロファイルは Maaswinkel & 
Li（2003）とよく一致していた。したがって，本研究に
おける測定系による結果が，先行研究と比較可能な範囲
でゼブラフィッシュの視運動反応における視覚特性を反
映していることが確認された。
運動刺激に対する順応後の行動測定
運動刺激に対する順応後に生起するゼブラフィッシュ
の行動について分析を行った。視運動反応の空間周波数
特性を調べた実験において，運動する矩形波グレーティ
図 3 　ゼブラフィッシュ視運動反応の空間周波数特性
空間周波数が0．01cpd の条件にておいて最も長くゼブラフィ
ッシュの視運動反応が誘発され，空間周波数が高くなると追
従時間が短くなった。エラーバーは標準誤差を示す。
図 2 　電気生理実験装置の概略
CRT から出力された光刺激は光学系を介して網膜に投影された。平面型多点電極により，複数の網膜神経節細胞の活動電位
を同時記録し，オフラインでスパイク解析を行った。
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ング刺激の呈示終了後に，あたかもそれまで呈示されて
いた刺激の運動方向とは逆の運動方向の刺激が呈示され
たかのように反転して泳ぐ行動が観察された。そこで，
運動する矩形波グレーティングを60秒間または120秒間
呈示し，刺激呈示が終了してからゼブラフィッシュが反
転するまでの潜時を解析した。解析にあたっては刺激の
呈示時間が120秒の条件における反転の潜時が 5 秒未満
であった個体のデータのみを用いた。その結果，運動す
る矩形波グレーティング刺激の呈示時間が120秒の条件
における潜時が1．3±0．9秒（平均値±標準偏差）であ
り，刺激の呈示時間が60秒の条件における4．4±3．6秒よ
り短かった。そこで，Wilcoxon の符号付順位和検定を
行ったところ， 2 条件の潜時に有意差があった（n＝
10，p ＜．05）。運動残効の強度は，順応時間が長くなれ
ばなるほど増大することが知られている（Hershenson，
1989）。したがって，この反転行動が運動残効に由来す
る可能性が示唆された。
運動刺激に対するゼブラフィッシュ網膜神経節細胞の応
答
視機性の反応については，網膜に存在する運動方向選
択性神経節細胞の活動により制御される例が確認されて
い る（Oyster et al.，1972，Yoshida et al.，2001）。 視
機性反応であるゼブラフィッシュの視運動反応も，網膜
の運動方向選択性神経節細胞の活動により制御されてい
る可能性がある。しかしながら，ゼブラフィッシュの網
膜では運動方向選択性神経節細胞の存在は確認されてい
ない。そこで，ゼブラフィッシュの視運動反応の誘発に
用いた運動する矩形波グレーティング刺激を剥離網膜に
呈示し，網膜神経節細胞の活動電位を記録した。本研究
では 3 枚の網膜から記録された 8 つの細胞のデータにつ
いて解析を行った。
まず，活動電位が記録された神経節細胞の受容野特性
を同定するために，背景光強度が 3 秒ごとに変化するフ
ラッシュ刺激を呈示した（図 4 ）。記録されたスパイク
列をラスター表示し，応答ヒストグラムを算出したとこ
ろ，光刺激のオンセットとオフセットにおいて一過性に
応答する ON-OFF 型（図 4 上段左），光刺激のオフセ
ットにおいて一過性に応答する OFF 一過性型（図 4 下
段左），光刺激の点灯中に持続的に応答する ON 持続型
（図 4 上段右）および光刺激の消灯中に持続的に応答す
る OFF 持続型（図 4 下段右）の細胞が存在することが
わかった。
次に，運動方向選択性の有無について検討を行うため
図 4 　フラッシュ刺激に対するゼブラフィッシュ網膜神経節細胞の応答
光刺激の呈示に対して記録されたスパイクのラスタープロットと応答ヒストグラムを表示した。ヒ
ストグラムのビン幅は50ミリ秒とした。
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に，ゼブラフィッシュの視運動反応の誘発に用いた運動
する矩形波グレーティング刺激を呈示した。刺激の条件
は視運動反応を測定した実験と同様とし，空間周波数は
最も長く視運動反応を誘発した0．01cpd とした。運動方
向選択性を評価するために矩形波グレーティング刺激は
45度間隔の 8 つの方向で運動させた。各運動方向の刺激
は10秒間呈示し，その間に記録されたスパイクをカウン
トした。各運動方向について記録されたスパイク数をレ
ーダープロットで表したところ，運動方向選択性を持つ
神経節細胞の存在を示唆するデータが得られた（図 5
左）。さらに，運動刺激に対する順応後の行動解析を行
った際と同様に，60秒と120秒の刺激呈示時間条件にお
いて運動する矩形波グレーティング刺激を呈示し，刺激
呈示後の応答を解析した。矩形波グレーティング刺激は
90度間隔の 4 つの方向で運動させた。本実験は in vitro
実験であり，光刺激に対する細胞の応答が定常性を保つ
時間は 4 時間程度であった。そのため，呈示した矩形波
グレーティング刺激は 8 つの方向ではなく，数を減らし
て 4 つの方向とした。運動する矩形波グレーティング刺
激の呈示終了から 5 秒後までのスパイクをカウントし，
各運動方向についてレーダープロットで表した（図 5
右，図 5 左の細胞と同一細胞から記録されたデータ）。
その結果，記録細胞の null-direction と近い方向（ 0 度，
90度）において120秒の運動刺激呈示後に静止した背景
光が呈示されているだけにもかかわらず比較的多数のス
パイクが観察された。同様の応答を示した細胞は 3 つ記
録された。運動方向選択性神経節細胞は高い発火頻度で
活動することにより受容野内にその細胞の preferred-
direction の運動が存在することを脳に伝えると考えら
れている（Barlow & Hill，1963a）。すなわち，脳にと
ってその細胞の活動は特定方向の運動情報の存在を意味
する。したがって，今回観察された細胞の特性は null-
direction の運動刺激により長時間順応した後に発火頻
度が上昇することで preferred-direction の運動情報を
表象して中枢側に情報を転送することを示唆しており，
順応刺激の運動方向とは反対方向の運動刺激が呈示され
たときと同様の行動を誘発する運動残効を説明可能であ
る。
考　察
本研究では，運動視とその神経基盤について調べるた
めに，ゼブラフィッシュを被験体として用い，運動する
矩形波グレーティング刺激に対する視運動反応と順応後
の反応を記録するとともに，同様の刺激を剥離網膜標本
に呈示し，網膜神経節細胞の活動電位を記録した。その
結果，視運動反応を誘発する刺激に対する順応時間に依
存した反転行動が観察され，運動残効であることが示唆
された。また，ゼブラフィッシュ網膜に運動方向選択性
を持つ神経節細胞が存在することが示唆されるととも
に，運動刺激に対する順応後に運動残効を説明可能な細
胞活動が観察された。
ゼブラフィッシュの視運動反応と運動刺激に対する順応
後の行動
運動する矩形波グレーティング刺激をゼブラフィッシ
ュに呈示することにより，ゼブラフィッシュの視運動反
応が誘発され，先行研究（Maaswinkel & Li，2003）と
同様の空間周波数特性が観察された。また，運動する矩
形波グレーティング刺激の呈示後に反転行動が観察され
た。この反転行動は呈示時間に依存したため，視運動反
図 5 　神経節細胞の運動方向選択性と運動刺激への順応後の応答
左：各運動方向の刺激中に記録されたスパイク数をレーダープロットで表した。45度の方向におい
てスパイク数が少なく，null direction であると考えられた。右：60秒または120秒の運動刺激の呈示
終了後から 5 秒までに記録されたスパイク数を各方向についてレーダープロットで表した。図左と
同じ細胞から記録されたデータを図示した。
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応において運動残効が存在していること示唆された。し
かしながら，運動残効であることを証明するためには，
運動刺激への順応によりその反対方向の運動刺激に対す
る感度が上昇することを確認することも必要であり，反
応潜時以外の指標の解析を含めたさらなる検討を行わな
ければいけない。
ゼブラフィッシュ網膜における運動方向選択性神経節細
胞と運動残効
視運動反応を誘発する運動する矩形波グレーティング
刺激の呈示に対するゼブラフィッシュ網膜神経節細胞の
スパイクを解析した結果，運動方向選択性神経節細胞が
存在することが示唆された。既にウサギやマウスで報告
されている運動方向選択性神経節細胞と機能的，形態学
的および免疫組織化学的な相同性を調べることで詳細を
解明するとともに，視運動反応の制御への関与について
確認する必要がある。また，これらの細胞は null direc-
tion の運動刺激の呈示後に，順応時間に依存したスパイ
クが観察された。この現象は視運動反応における運動残
効を説明可能ではあるが，このような細胞が全細胞中に
占める割合等，詳細なデータを収集する必要がある。ゼ
ブラフィッシュは代表的な実験動物ではあるが，ホール
マウントのゼブラフィッシュ網膜を用いた神経節細胞の
光応答特性に関する研究は行われておらず，神経節細胞
のサブタイプ分けをはじめとしたさらなる基礎データの
収集が求められる。
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